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A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma zoonose de grande importância 
na saúde pública. No Paraná, a LTA é endêmica nas regiões norte, nordeste, centro-sul 
e  Vale do rio Ribeira, sendo esta última a região escolhida para realização deste 
estudo. Assim, foram realizadas coletas de flebotomíneos, no município de 
Adrianópolis, no período de julho de 2010 a junho de 2011, nos ambientes domicílio, 
peridomicílio e mata. O objetivo deste trabalho foi investigar a infecção natural por 
Leishmania sp. em fêmeas de Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia (LUTZ & NEIVA, 
1912) pela técnica de reação em cadeia pela polimerase e padronizar a técnica de 
sensibilidade para Leishmania (V.) brazilliensis. Para a captura dos flebotomíneos foram 
utilizadas armadilhas luminosas CDC, instaladas no domicílio, peridomícilio e mata, 
durante o período das 18 às 6 horas. Após a coleta, os insetos foram identificados e 
separados em tubos contendo álcool 80%. Noventa e nove por cento dos flebotomíneos 
coletados pertenciam à espécie Lu. (N.) intermedia s.l. Para análise da sensibilidade da 
técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) de L. (V.) braziliensis, foram  
utilizadas 10, 50 e 100 promastigotas em grupos de 1,3,6 e 10 flebotomíneos machos e 
comparados para três métodos de extração de DNA: Chelex 100 (BioRad), 
fenol/clorofórmio e o kit comercial Charge Switch®. Para análise de infecção natural de 
Lu. (N.) intermedia s.l. por Leishmania sp., 1014 fêmeas foram divididas em 133 pools 
de 1 a 10 flebotomíneos. A sensibilidade da PCR foi detectada para todos os grupos de 
flebotomíneos e diluições de promastigotas realizadas. O método de extração mais 
eficiente, prático e de baixo custo foi o Chelex. Foram encontrados 2 pools positivos 
para Leishmania sp., cada um com 10 flebotomíneos, sendo provenientes das coletas 
realizadas na mata no mês de julho de 2010. Dos flebotomíneos analisados foi 
encontrada a taxa mínima de infecção de 0,2%. Em Adrianópolis, a espécie Lu. (N.) 
intermedia s.l. é considerada o principal vetor de Leishmania sp., dada sua abundância, 
prevalência nos ecótopos e por estar naturalmente infectada por este parasito. Este é o 
primeiro trabalho que relata infecção natural de Lu. (N.) intermedia por Leishmania sp. 
na região do Vale do rio Ribeira no estado do Paraná. Os resultados obtidos nesse 
estudo revestem-se de grande importância na epidemiologia da leishmaniose na região 
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The American Cutaneous Leishmaniasis (ACL) is a zoonosis of great importance in 
public health. In Paraná, the ACL is endemic in the north, northeast, central-south and 
Ribeira River Valley, the latter being the region chosen for this study. Thus, we collected 
sand flies in the city of Adrianopólis, from July 2010 to June 2011, inside of houses, 
peridomiciliary areas, and forest. The objective of this study was to investigate natural 
infection by Leishmania sp. in females of Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia (LUTZ & 
NEIVA, 1912) by the technique of polymerase chain reaction and standardize sensitivity 
for Leishmania (V.) brazilliensis. For the capture of sandflies were used CDC light traps 
installed inside of houses, peridomiciliary areas, and forest during the period from 18 to 
6 hours. After collection, insects were identified and separated into tubes containing 
80% alcohol. Ninety-nine percent of sand flies collected belonged to the species Lu. (N.) 
intermedia s.l. To analyze the sensitivity of the technique of polymerase chain reaction 
(PCR) of L. (V.) braziliensis were used 10, 50 and 100 promastigotes in groups of 1,3,6 
and 10 males sandflies and compared for three methods of DNA extraction: Chelex 100 
(BioRad), phenol / chloroform and the commercial kit Charge Switch ®. For the analysis 
of natural infection of Lu. (N.) intermedia s.l. by Leishmania sp., 1014 females were 
divided into 133 pools 1-10 sandflies. The sensitivity of PCR were detected for all 
groups of sandflies promastigotes and dilutions made. The extraction method more 
efficient, convenient and low cost is the Chelex. Two pools were found positive for 
Leishmania sp., with 10 sandflies, and from the surveys carried out in the To analyze the 
sensitivity of the technique of polymerase chain reaction (PCR) of L. (V.) braziliensis 
were used 10, 50 and 100 promastigotes in groups of 1,3,6 and 10 males sandflies and 
compared for three methods of DNA extraction: Chelex 100 (BioRad), phenol/ 
chloroform and the commercial kit Charge Switch ®. For the analysis of natural infection 
of Lu. (N.) intermedia s.l. by Leishmania sp., 1014 females were divided into 133 pools 
1-10 sandflies. The sensitivity of PCR were detected for all groups of sandflies 
promastigotes and dilutions made. The extraction method more efficient, convenient and 
low cost is the Chelex. Two pools were found positive for Leishmania sp., each with 10 
sand flies, and from the surveys carried out in the woods in July 2010. Of the analyzed 
sandflies found the minimum infection rate of 0.2%. In Adrianópolis, the species Lu. (N.) 
intermedia s.l. is considered the main vector of Leishmania sp., their abundance, and 
prevalence in ecotopes to be naturally infected by this parasite. This is the first study 
reporting natural infection of Lu. (N.) intermedia by Leishmania sp. in the Vale do Ribeira 
in the State of Paraná. The results of this study are of great importance in the 
epidemiology of leishmaniasis in the Ribeira Valley region because it clarifies the role of 
Lu. (N.) intermedia in the transmission of Leishmania sp. in July 2010. Of the analyzed 
sandflies found the minimum infection rate of 0.2%. In Adrianópolis, the species Lu. (N.) 
intermedia s.l. is considered the main vector of Leishmania sp., their abundance, and 
prevalence in ecotopes to be naturally infected by this parasite. This is the first study 
reporting natural infection of Lu. (N.) intermedia by Leishmania sp. in the Vale do Ribeira 
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As leishmanioses são zoonoses consideradas um grande problema de saúde 
pública e representam um complexo de doenças com importante espectro clínico e 
diversidade epidemiológica. A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que 350 
milhões de pessoas estejam expostas ao risco com registro aproximado de 2 milhões 
de novos casos das diferentes formas clínicas ao ano. A Leishmaniose Tegumentar 
Americana (LTA) tem ampla distribuição mundial e no Continente Americano há registro 
de casos desde o extremo sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, com 
exceção do Chile e Uruguai (MS, 2010).  
A prevalência da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) tem aumentado 
na América Latina nos últimos 20 anos, especialmente no Brasil. Ocorre em todos os 
Estados, acometendo pessoas de todas as faixas etárias e de ambos os sexos. No 
período de 1990 a 2009 foram registrados 550.250 casos no Brasil, desses 11.959 
casos foram registrados no estado do Paraná o que corresponde a 95,0% dos casos na 
Região Sul (Tabela 1).  
A LTA é endêmica nas regiões nordeste, centro-sul, norte e Vale do  rio Ribeira 
no Estado do Paraná (Figura 1). A área de estudo escolhida para o presente trabalho 
foi o município de Adrianópolis na Região do Vale do rio Ribeira. Segundo DUNAISKI 
(2006) e dados da Secretaria do Estado do Paraná (Tabela 2), no período de janeiro de 
2001 a setembro de 2011 foram assinalados 133 casos de LTA em humanos nesta 
região. Neste período, o maior índice registrado foi em 2008 com 31 casos. A maioria 
da população (68,2%) no Vale do Ribeira vive na zona rural, sendo Adrianópolis uma 
das áreas mais pobres do estado do Paraná. A principal ocupação é a agricultura de 
subsistência o qual produzem banana, feijão e cana de açúcar. Segundo CASTRO et 
al. (2005), no mês de março (outono) ocorreu maior número de pacientes com lesões 
de leishmaniose, embora picos também foram observados em junho e outubro. Parece 
que as atividades antrópicas associadas às condições climáticas favorecem a 





GRIMALDI et al., desde 1989, já afirmavam que a frequência da LTA em várias 
regiões do Brasil tem mudado dramaticamente, devido à devastação das florestas que 
vem dando lugar as atividades agro-pastoris. O envolvimento do homem pode ser de 
caráter esporádico e/ou oportunista, em contato com ambiente florestal ou em área 
urbana quando este viabiliza condições propícias ao estabelecimento dos 
flebotomíneos e este se adapta ao convívio alimentando-se de sangue dos animais 
domésticos (TEODORO & KUHL, 1997). Segundo FORATTINI et al. (1976) e 
FERREIRA et al. (2001), a transmissão está relacionada com as condições climáticas: 
altitudes de 800 m acima do nível do mar, temperatura ao redor de 20ºC e umidade 
acima de 90% ótimas para a atividade dos flebotomíneos. Segundo VOLF & MYSKOVA 
(2007), mudanças do clima, a expansão dos assentamentos humanos e movimentos 
acelerados de humanos e animais ao redor do mundo, levam a um aumento do risco de 
propagação de doenças transmitidas por vetores incluindo as leishmanioses.  
Por serem as leishmanioses doenças de importância para a saúde pública, 
várias pesquisas vêm buscando informações sobre agentes, reservatórios e vetores da 
Leishmania sp., para entender melhor a epidemiologia da doença e propor medidas de 





TABELA 1 - CASOS DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA NO BRASIL, DE ACORDO COM AS REGIÕES E UNIDADES 
FEDERADAS DE 1990 A 2009. 
 





TABELA 2 – CASOS DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA NO PARANÁ, RESIDENTES 
NA 2ª REGIONAL DE SAÚDE DE 2007 A 2011. 
 
Município 2007 2008 2009 2010 2011 Total 
Adrianópolis 23 31 14 4 5 77 
Agudos do Sul 0 0 0 0 0 0 
Almirante Tamandaré 2 2 0 2 0 6 
Araucária 0 1 2 1 0 4 
Balsa Nova 0 0 0 0 0 0 
Bocaiúva do Sul 0 0 0 0 0 0 
Campina Grande do Sul 0 0 0 0 0 0 
Campo do Tenente 0 0 0 0 0 0 
Campo Largo 3 0 0 0 0 3 
Campo Magro 0 0 0 0 0 0 
Cerro Azul 20 38 19 10 2 89 
Colombo 0 3 2 0 0 5 
Contenda 0 0 0 0 0 0 
Curitiba 5 6 10 13 3 37 
Doutor Ulysses 3 2 4 2 0 11 
Fazenda Rio Grande 0 0 0 0 1 1 
Itaperuçu 4 0 2 0 0 6 
Lapa 0 0 0 0 0 0 
Mandirituba 0 0 0 0 0 0 
Pien 0 0 0 0 0 0 
Pinhais 1 1 0 0 0 2 
Piraquara 0 0 1 0 0 1 
Quatro Barras 0 0 0 0 0 0 
Quitandinha 0 0 0 0 0 0 
Rio Branco do Sul 1 0 1 1 0 3 
Rio Negro 0 0 0 0 0 0 
São José dos Pinhais 0 0 0 0 0 0 
Tijucas do Sul 0 0 0 0 0 0 
Tunas do Paraná 0 0 0 0 0 0 

























As leishmanioses são doenças causadas por protozoários flagelados do gênero 
Leishmania. De acordo com LEVINE (1980) esse protozoário tem a seguinte posição 
sistemática:  
- Reino: PROTISTA Haeckel, 1866 
- Sub-reino: PROTOZOA Goldfuss,1817 
- Filo: SARCOMASTIGOPHORA Honigberg & Balamuth, 1963 
- Subfilo: MASTIGOPHORA Desing,1866 
- Classe: ZOOMASTIGOPHOREA Calkins, 1909 
- Ordem: KINETOPLASTIDA Honigberg, 1963, emend. Vickerman,1976 
- Subordem: TRYPANOSOMATINA Kent, 1880 
- Família: TRYPANOSOMATIDAE Doflein,1901, emend. Grobben, 1905 
- Gênero Leishmania  Ross, 1903  
 Segundo LAINSON & SHAW (1987), as espécies de Leishmania das Américas 
pertencem a dois subgêneros de acordo com seu desenvolvimento no vetor: Viannia 
(aderem-se pelo flagelo às paredes do piloro e íleo) e Leishmania (apresentam 
desenvolvimento limitado no intestino médio do vetor), os quais se subdividem em 
várias espécies. Estudos posteriores realizados por THOMAZ-SOCCOL et al. (2003), 
baseados em técnicas bioquímicas por isoenzimas confirmam essa análise, o qual foi 
possível distinguir o dois subgêneros.  No Brasil, os parasitos que causam 
Leishmaniose cutânea são: Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (V.) 
guyanensis, Leishmania (V.) shawi, Leishmania (V.) lainsoni, Leishmania (V.) naiffi, 
Leishmania (Leishmania.) amazonenses e L. (V) lindenbergi, sendo a espécie mais 
amplamente distribuída a L. (V) braziliensis (GRIMALDI et al., 1989). 
Segundo a WHO (2011) as leishmanioses são divididas em formas clínicas de 





1. Leishmaniose cutânea: produz lesões na pele, primordialmente no rosto, 
braços e pernas. Após a recuperação por tratamento com sucesso, a leishmaniose 
cutânea induz imunidade à reinfecção às espécies de Leishmania que causam a 
doença. A forma cutânea representa 50 a 75% dos casos.  
2. Leishmaniose cutânea difusa: tem difícil tratamento devido às lesões 
disseminadas que se assemelham à hanseníase e não tem cura espontânea. Esta 
forma em particular está relacionada a uma deficiência específica do sistema imune. 
3. Leishmaniose muco-cutânea: também conhecida como espúndia na América 
do Sul, causa lesões desfigurantes na face, destrói as membranas mucosas do nariz, 
boca e garganta.  
4. Leishmaniose visceral: também conhecida como calazar, é caracterizada por 
febres irregulares, perda de peso, aumento do fígado e baço e, anemia. O período de 
incubação pode ter meses ou anos, e envolve órgãos internos.  
 
 
2.2 Ciclo de Vida de Leishmania sp. 
 
O ciclo de vida de Leishmania varia de acordo com a região geográfica, 
envolvendo uma diversidade de espécies de parasitos, vetores, reservatórios e 
hospedeiros. O ciclo requer a participação de um hospedeiro vertebrado e um 
invertebrado. Durante seu ciclo biológico, este protozoário apresenta duas formas: 
amastigota e promastigota. A forma promastigota (22-25μm) é móvel, extracelular, 
flagelada, encontrada no trato intestinal do vetor e a forma amastigota (4-6 μm) é 
arredondada ou ovalada, intracelular imóvel, que parasitam o sistema fagocítico 
mononuclear do hospedeiro vertebrado (Figura 2). 
 
2.3 Leishmania (Viannia) braziliensis 
  
A L. (V) braziliensis foi a primeira espécie de Leishmania descrita e considerada 





importante, não só no Brasil, mas em toda a América Latina. Tem ampla distribuição, 
desde a América Central até o norte da Argentina. Esta espécie está amplamente 
distribuída em todo país e foi isolada de roedores silvestres (Bolomys lasiurus, 
Nectomys squamipes) e sinantrópicos (Rattus rattus) em Pernambuco, felídeos (Felis 
catus) no Rio de Janeiro, canídeos (Canis familiaris) no Ceará, Bahia, Espírito Santo, 
Rio de Janeiro e São Paulo e equídeos (Equus caballus, Equus asinus) nos estados do 
Ceará, Bahia e Rio de Janeiro. Embora o papel desempenhado por estes animais no 
ciclo de transmissão ainda não tenha sido bem definido, as evidências indicam, que 
apenas os roedores silvestres como prováveis reservatórios primários desta 
Leishmania.  A ecoepidemiologia da LTA associada a L. (V.) braziliensis vem 
assumindo características distintas no decorrer do tempo nos diferentes biomas do país 
(MS, 2010).  
A L.(V.) braziliensis é o patógeno mais comumente envolvidos com seus 
vetores flebotomíneos, sendo esses do gênero Lutzomyia. Apesar de várias espécies 
de Leishmania estarem envolvidas na manutenção da LTA no Brasil, a L.(V.) 
braziliensis é a espécie predominante como agente etiológico desta enfermidade 
(JONES et al., 1987; RODRIGUES et al., 2002), sendo a única espécie que causa a 
forma tardia da LTA, a mucocutânea, trazendo muita das vezes mutilações graves 
(REY, 2001). THOMAZ-SOCCOL et al. (2011), ao estudar pacientes com suspeita de 
leishmaniose mucocutânea em  áreas endêmicas no Paraná, dos 21 pacientes 
analisados, 15 foram positivos para etiologia.  Em 2009 foi relatada uma nova área 
endêmica de leishmaniose cutânea na região central do Paraná, o qual 100 pacientes 
foram diagnosticados, e os parasitos isolados foram identificados como Leishmania (V.) 
braziliensis, sendo esta a única espécie encontrada até o momento em todas as áreas 




























Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania. 1. O flebotomíneo ingere as formas amastigotas de Leishmania sp 
durante o repasto sanguíneo. 2. As amastigotas se transformam em formas promastigotas. 3. As 
promastigotas colonizam e se multiplicam no intestino do flebotomíneo. 4. As promastigotas infectantes 
(metacíclicas) migram para a parte anterior do intestino. 5. As promastigotas infectantes são transmitidas 
para um hospedeiro mamífero pela picada do flebotomíneo. 6. As promastigotas invadem neutrófilos dos 
hospedeiros. 7. Macrófagos são infectados pelas promastigotas diretamente ou pela fagocitose de 
neutrofilos infectados, ou infectados silenciosamente pelas promastigotas são liberados de neutrófilos 
apoptóticos. 8. As promastigotas se transformam em amastigotas. 9. As amastigotas multiplicam em 
células infectadas por divisão binária.  
Nota: A maioria das espécies de Leishmania é mantida por um ciclo de transmissão de animais para 
animais e seres humanos são considerados hospedeiros acidentais (seta). No entanto, a transmissão 
antroponótica sem animais reservatórios também é relatado em algumas espécies de Leishmania (seta 















 2.4 Vetor 
 
Os vetores da Leishmania são insetos, pertencentes à Ordem Diptera, Família 
Psychodidae, Subfamília Phlebotominae, Gênero Lutzomyia, conhecidos popularmente, 
dependendo da localização geográfica, como mosquito palha, tatuquira, birigui, entre 
outros. No Brasil, as principais espécies envolvidas na transmissão da leishmaniose 
são: Lutzomyia (Nyssomyia) flaviscutellata (Mangabeira,1942), Lutzomyia (Nyssomyia) 
whitmani (Antunes & Coutinho, 1930), Lutzomyia (Nyssomyia) umbratilis (Ward & 
Fraiha, 1977), Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia (Lutz & Neiva, 1912) e Lutzomyia 
(Coromyia) migonei (França, 1920).  Estas espécies de flebotomíneos foram definidas 
como vetores por atenderem os critérios que atribuem a uma espécie a competência 
vetorial. Cabe ressaltar que o papel vetorial de cada uma dessas espécies dependerá 
da espécie de Leishmania presente no intestino (RANGEL et al., 2009; MS, 2010). 
Segundo FORATTINI (1973) os flebotomíneos geralmente não ultrapassam 5 
mm de comprimento, tendo pernas longas e delgadas, e o corpo densamente cerdoso 
(Figura 3). Têm como característica o vôo saltitante e a manutenção das asas abertas, 
mesmo em repouso, ao contrário dos outros dípteros. Apenas as fêmeas estão 
adaptadas com o respectivo aparelho bucal para picar a pele de vertebrados e sugar o 
sangue. Estes insetos têm por criadouros naturais determinados ecótopos que se 
caracterizam por oferecer proteção em relação à chuva e iluminação, e onde se 
acumula matéria orgânica em decomposição com considerável quantidade. Esta pode 
ser constituída por folhas, detritos, vegetais diversos, restos de artrópodes, fezes de 
animais e húmus em geral, tais como troncos e raízes de árvores, tocas de animais, 
solo florestal e folhas caídas, rochas, currais e chiqueiros. 
Das aproximadamente 800 espécies de flebotomíneos conhecidas no mundo, 
60% são encontradas na Região Neotropical e no Brasil são conhecidas 229 espécies, 
sendo que 147 estão no ambiente silvestre e 82 em ambientes antrópicos (áreas 
cultivadas 33%, anexos dos animais domésticos 41% e paredes externas e internas de 





 Existem espécies que se alimentam de sangue de vários hospedeiros, tem 
grande capacidade de dispersão, portanto ampla distribuição geográfica, como 
Lutzomyia (N.) intermedia, Lu. (C.) migonei e Lu. (N.) whitmani, que são encontradas 
em todas as regiões do Brasil. Outras, porém, são altamente específicas, menor poder 
de dispersão e dependentes de alguns ambientes. As preferências alimentares 
influenciam na dispersão das espécies, e algumas se restringem as áreas próximas de 
sua fonte de alimentação (AGUIAR & MEDEIROS, 2003).  
Lu. (N.) intermedia foi descrita a partir de amostras coletadas na Fazenda Ouro 
Finas, no estado de Minas Gerais (MG), abundante em casas. Foi uma das primeiras 
espécies de flebotomíneos a ser descrita na Região Neotropical (RANGEL et al., 2009). 
Em áreas endêmicas de L. (V.) braziliensis, MARCONDES (1996) afirma que 
Lutzomyia neivai (Pinto, 1926), antes considerada como sinônimo de Lu. (N.) 
intermedia, pode ser distinguida desta, especialmente por características das 
espermatecas e de seus ductos, sendo possível considerar atualmente que Lu. (N.) 
intermedia s.s. e Lu. neivai. Além de dados morfométricos, MARCONDES (1997) 
utilizou DNA mitocondrial e, como resultado, reconheceu duas linhagens filogenéticas 
diferentes pertencentes ao complexo Lutzomyia intermedia - Lu. intermedia s.s. e Lu. 
neivai até então considerada sinonímia de Lu. (N.) intermedia. A relação entre as 
dimensões da estrutura genital e extragenital foi utilizada na distinção de machos de Lu. 
intermedia s.s. e Lu. neivai. Alto polimorfismo na espermateca, tanto no número de 
anelações, quanto na forma da cabeça foi observado em exemplares do complexo Lu. 
(N.) intermedia coletados em Minas Gerais por ANDRADE FILHO et al. (2003), que 
classificam como  gênero Nyssomyia e redescrevem Lu. (N.) intermedia e Lu. neivai 
como espécies distintas baseados em dados morfológicos da fêmea e do macho em 
exemplares coletados em várias regiões do Brasil. ANDRADE FILHO et al. (2006) 
relatam que as duas espécies - Lu. intermedia  e Lu. neivai – são morfologicamente 
muito próximas, mas apresentam grande variação em algumas estruturas, como o 




















Figura 3. Flebotomíneo fêmea realizando repasto sanguíneo.  
FONTE: Kato et al. (2010). 
 
 
2.5 Infecção Natural dos Flebotomíneos por Leishmania 
 
Várias espécies de flebotomíneos têm sido consideradas como vetores de 
Leishmania. Normalmente a espécie dominante em área endêmica é considerada vetor.  
Ao longo da história da leishmaniose a incriminação do vetor tem sido um problema 
devido à dificuldade de captura dos flebotomíneos. Os estudos de transmissão em 
laboratório permanecem difíceis, assim como o entendimento sobre os locais de 
procriação. Sem estas informações torna-se difícil determinar os fatores que definem a 
distribuição ecológica e geográfica de vários vetores e, consequentemente, da doença. 
ROSSI et al. (2008) afirmam que estudos sobre a prevalência de infecção por 
Leishmania em flebotomíneos são  importantes indicadores sobre a intensidade da 
transmissão do parasito.  
Segundo RANGEL & LAINSON (2003) aproximadamente 230 espécies 
diferentes de flebotomíneos são encontrados no Brasil, mas somente 8% dessas têm 





Para que haja a infecção do flebotomíneo pelas formas promastigotas de 
Leishmania estas formas têm que resistir, sobreviver e se multiplicar dentro do trato 
digestivo do inseto. Durante o processo de digestão, algumas espécies do protozoário 
sobrevivem e outras não resistem a este processo, determinando assim a competência 
vetorial dos flebotomíneos. De acordo com PIMENTA et al. (2003), a resistência das 
formas promastigotas às enzimas digestivas, após a excreção do alimento, é por conta 
da proteção conferida a essas formas pelo lipofosfoglicana (LPG), molécula encontrada 
na superfície do promastigota, protegendo-o da lise. As formas que são inoculadas no 
momento da picada e que sobrevivem no hospedeiro vertebrado são denominadas 
promastigotas metacíclicas. 
A detecção do parasito no inseto geralmente é feita a partir do encontro das 
formas promastigotas (flageladas) no intestino médio do vetor, associado ou não ao 
cultivo in vitro ou in vivo do protozoário.  A pesquisa de flagelados no tubo digestivo do 
vetor e a identificação da espécie do parasito, normalmente são realizadas por 
observação microscópica após dissecção ou tentativa de isolamento do agente 
proveniente de insetos em meios de cultura. Porém, fêmeas de flebotomíneos também 
são hospedeiras de algumas espécies de Trypanosoma e Endotrypanum, que podem 
comprometer o diagnóstico microscópico e o isolamento em cultura (PAIVA et al., 
2007). 
Uma dificuldade encontrada nos estudos epidemiológicos é a necessidade de 
se examinar grande quantidade de exemplares, o que torna o custo elevado, pois há 
necessidade de se contar com técnicos especializados, submetidos a constantes ciclos 
de capacitação e reciclagem; além disso, é preciso lembrar as limitações da técnica de 
dissecção empregada na pesquisa de formas flageladas da Leishmania sp., que é 
extremamente demorada e pouco específica, já que a presença de flagelados de outras 
espécies parasitárias pode dar origem a resultados não conclusivos na microscopia 
(RODAS, 2006).   
MICHALSKY et al. (2002), relatou que a taxa de flebotomíneos naturalmente 
infectados em áreas endêmicas e identificação correta da Leishmania infectante em 





vetorial e epidemiológicos da leishmaniose e, que os métodos moleculares tem se 
mostrado eficientes para detecção de Leishmania em flebotomíneos 
independentemente da quantidade do parasito. 
A PCR (Reação em cadeia pela polimerase) foi originalmente descrita por SAIKI 
et al. (1985) e desde então tem sido utilizada em vários campos da ciência. É uma 
técnica com alta sensibilidade e aplicabilidade. A característica mais importante da PCR 
é a capacidade de amplificar exponencialmente cópias de DNA a partir de pouca 
quantidade de material.  
De acordo com SAVANI et. al. (2009) através da utilização do método 
convencional (dissecção) para investigar a infecção natural por flagelados, têm 
frequentemente encontrado baixa taxa de fêmeas de flebotomíneos parasitadas. No 
Brasil e outros países sul-americanos nas áreas endêmicas da leishmaniose, os valores 
variam de 0,06% para 0,47% enquanto quando são utilizadas técnicas de biologia 
molecular as taxas são de 0,8 a 6,0%.  
ROSSI et al. (2008) utilizando o método de dissecção, encontrou 1,4% de 
fêmeas Phlebotomus perniciosus infectados com promastigotas, no entanto quando 
utilizou PCR, a taxa global de DNA de Leishmania positivo foi de 47,2%,  evidenciado  
que a positividade foi surpreendentemente alta quando comparados com os resultados 
de microscopia, mostrando que a técnica é sensível. 
A identificação correta das espécies de flebotomíneos encontradas 
naturalmente infectadas pode confirmar o papel destes na transmissão do parasito em 
dada região (PAIVA et al., 2007). A indicação que pequenos setores dentro de áreas 
maiores, consideradas como endêmicas, podem ter uma frequência de flebotomíneos 
maior e sua associação com a doença humana é indicativa de uma distribuição espacial 
da doença e deve ser considerada no planejamento das estratégias de controle 
(MIRANDA et al., 2002). 
Estudos recentes utilizando a técnica da PCR, têm sidos realizados para 
pesquisa de DNA de Leishmania sp. (DOUGALL et al., 2011; MARCELINO et al., 2011; 
MICHALSKY et al., 2011; PITA-PEREIRA et al., 2011; VASCONCELOS et al., 2011; 





utilizando a PCR independem da carga parasitária das amostras, sendo um instrumento 
de grande sensibilidade na detecção de Leishmania.  
A técnica de PCR, devidamente padronizada e aplicada de forma correta, 
constitui uma ferramenta importante nos estudos epidemiológicos para identificação de 
flebotomíneos infectados e determinação das taxas de infecção dos mesmos nas áreas 
endêmicas para leishmaniose. 
 
 
2.5.1 Métodos de Extração de DNA 
 
A técnica de extrair ácidos nucléicos de células em quantidade, pureza e 
integridade suficientes é uma fase essencial na prática da biologia molecular, os quais 
dependem de muitos fatores e têm uma grande influência no resultado das técnicas que 
serão nele aplicada, como por exemplo, na PCR (WALKER et al., 1999). 
São várias as técnicas descritas para extração de ácidos nucleicos para 
flebotomíneos, com substâncias e estratégias diferentes para sua obtenção. AREZ et 
al. (2000) observaram  melhores resultados utilizando o Triton X 100 1% e DTT ou 
Chelex. RODAS (2006) optou pelo o uso do fenol/clorofórmio para a extração e 
amplificação de DNA, tanto do fragmento de 370pb de Lutzomyia (Lutzomyia) 
longipalpis como do fragmento de 120pb da Leishmania sp. O autor menciona que foi 
preciso diluir algumas amostras para minimizar o efeito de inibição, e justifica seu uso 
devido ao menor custo.  
FERNANDES et al.  (2004)  comparou  três métodos de extração DNA a partir 
de tecido fixado, com 2 kits comerciais e um método utilizado por BANERJEE et al.  
(1995), e concluiu que o ultimo protocolo citado apresentou vantagem em relação aos 
demais por ser mais simples e rápido e por dispensar uso de substâncias orgânicas. 
SIMONATO et al. (2007) compararam o Chelex 100® (BioRad) com o kit QIAamp DNA 
minikit® (Qiagen) e  concluíram que ambos apresentaram desempenho semelhante, 








3.1 Objetivo Geral 
 
Investigar a infecção natural de Leishmania sp. em Lutzomyia (Nyssomyia) 
intermedia s.l., capturados no domicílio, peridomicílio e mata, em área endêmica de 




3.2  Objetivos Específicos 
 
- Comparar técnicas de extração de DNA para Leishmania (V.) braziliensis em 
Lu. (N.) intermedia s.l : 
- Otimizar a técnica da PCR para detecção de DNA de Leishmania (V.) 
braziliensis em Lu. (N.) intermedia s.l; 
- Testar a sensibilidade da técnica de PCR na detecção de DNA de Leishmania 
(V.) braziliensis em Lu. (N.) intermedia s.l; 
- Determinar a taxa de infecção natural de Leishmania sp. pela técnica de 
reação em cadeia da polimerase em Lutzomyia (N.) intermedia s.l.  capturados no 








4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1 Descrição da Área de Coleta dos Flebotomíneos 
 
A área de pesquisa para o presente estudo está localizada na região do Vale do 
Ribeira, no sul do estado de São Paulo e ao leste do estado do Paraná. Recebe este 
nome em função da bacia hidrográfica do Rio Ribeira de Iguape e ao Complexo 
Estuarino Lagunar de Iguape, Cananéia e Paranaguá. Sua área de 2.830.666 hectares 
abriga uma população de 481.224 habitantes e inclui integralmente a área de 31 
municípios (9 paranaenses e 22 paulistas). Existem ainda outros 21 municípios no 
estado Paraná e outros 18 municípios no estado de São Paulo o, que estão 
parcialmente inseridos na bacia do Ribeira. Apresenta clima subtropical úmido 
mesotérmico, com verões quentes com tendência de concentração de chuvas 
(temperatura média superior a 22°C), e invernos com geadas pouco frequentes 
(temperatura média inferior a 18°C), sem estação seca definida. Atualmente, a 
cobertura vegetal original está quase totalmente desaparecida, sendo substituída pela 
vegetação resultante da ação do homem sobre a vegetação natural como bananais, 
agricultura de subsistência como milho, feijão, mandioca, reflorestamento de pinus, 
pecuária e cítricos (PROGRAMA VALE DO RIBEIRA, 2010). 
As coletas foram realizadas no município de Adrianópolis, área endêmica para 
leishmaniose tegumentar americana, situado no Vale da Ribeira a Sudeste do Estado. 
Pertence à Região Metropolitana de Curitiba, com área de 1.349,338 km², população de 























Figura 4 - Mapa de localização do Município de Adrianópolis (área em vermelho). 
FONTE: ABREU (2006) 
 
 
4.2 Coleta dos Flebotomíneos 
 
As coletas foram realizadas mensalmente no período de julho de 2010 a junho 
de 2011. Para a captura dos flebotomíneos foram utilizadas armadilhas luminosas CDC 
(“Communicable Diseases Center”) (Figura 5) e instaladas no período de 18h às 06h 
nos ambientes de domicílio, peridomicílio e mata. Após as coletas, os flebotomíneos 
foram acondicionados em gaiolas apropriadas para transporte até o laboratório de 










Figura 5 - Armadilha CDC instalada em peridomícilio. 
 
 
 4.3 Identificação dos Flebotomíneos 
 
No Laboratório de Parasitologia Molecular da Universidade Federal do Paraná 
os flebotomíneos foram anestesiados com clorofórmio, e com auxílio de microscópio 
estereoscópico, separados por sexo. Em seguida, as fêmeas e machos foram 
dissecados para identificação específica. Nas fêmeas foi observada a morfologia da 
espermateca em lâmina com solução salina 0,9% esterilizadas em microscópio de luz, 
com aumento de 400 vezes; nos machos foram utilizadas as características das 
estruturas da genitália e utilizado o critério de classificação de FORATTINI (1973) 
(Figura 6 e 7). Após a identificação dos espécimes, o corpo do flebotomíneo foi 
armazenado em tubos de 0,6 mL (tipo eppendorf) contendo etanol 80%. Os 
flebotomíneos não identificados a fresco foram dissecadas as partes finais do abdômen 
e acondicionadas em placas contendo KOH 20% por um período de 12 h, até 























 4.4 Procedimentos para Análise da Sensibilidade da PCR na Detecção de 
DNA de L. (V.) braziliensis em Lu. (N.) intermedia 
  
Para análise da sensibilidade da técnica de PCR foram utilizadas diluições 
seriadas das formas promastigotas de L. (V.) braziliensis e grupos de machos da 
espécie Lu. (N.) intermedia. 
 
 
4.4.1 Obtenção das Formas Promastigotas de L. (V.) braziliensis 
 
As cepas referências utilizadas são as recomendadas pela OMS: L. (V.) 
braziliensis (MHOM/BR/75/M2904). Após o descongelamento as cepas foram repicadas 
por 3 semanas em meios bifásicos (NNN - McNeal, Novy) e mantidas em estufa a 24 
ºC. Em seguida os parasitos foram transferidos para tubo “Falcon” 20 mL de meio RPMI 
C 
Figura 6 - Estrutura geral e tipos morfológicos 
da porção distal das espermatecas de 
flebotomíneos. A) Lutzomyia fischeri; B) L. 
pessoai; C) L. edwardsi; D) L. shannoni; E) L. 
intermedia;  F) L. longipalpis.  
FONTE: FORATTINI (1973). 
Figura 7 - Genitália masculina de flebotomíneo. A) 
aspecto geral; B) aparelho espiracular; ae) 
aparelho espiracular; b) bomba ejaculadora; bs) 
basistilo; ds) dististilo; e) edeago; ed) espinho do 
dististilo; f) filamentos ejaculadores; fb) falobase; 
ll) lobo lateral; ls) lamela submediana; 7st) sétimo 
esternito; 7t) sétimo tergito; 8st) oitavo 
FONTE: FORATTINI (1973). 
 






suplementado com 15% de soro fetal bovino. Para obtenção da biomassa de L. (V.) 
braziliensis, após uma semana, transferiu-se o conteúdo para garrafa de cultivo de 100 
mL com meio RPMI e antibiótico. 
Os parasitos em fase logarítmica de crescimento foram colocados em uma 
diluição com 10 μL da cultura e 90 μL de meio RPMI. Uma alíquota de 
aproximadamente 20 μL foi colocada em câmara de Neubauer para contagem dos 
parasitos. A partir dessa contagem foram preparadas diluições seriadas com 10, 50 e 
100 promastigotas.   
 
 
4.4.2 Formação de grupos de Flebotomíneos Machos e Formas 
Promastigotas de L.(V.) braziliensis para Avaliar a Sensibilidade da PCR 
 
Após lavagem inicial com água milli-Q esterilizada, para retirar os resíduos de 
álcool 80 %, os machos de Lu. (N.) intermedia foram transferidos para tubos de 2 mL 
(tipo eppendorf). Foram formados 4 grupos de flebotomíneos com 1, 3, 6 e 10 


















TABELA 3 – GRUPOS FORMADOS DE ACORDO COM O NÚMERO DE FLEBOTOMÍNEOS 
MACHOS E FORMAS PROMASTIGOTAS DE L. (V.) braziliensis ADICIONADAS PARA TESTE DE 
SENSIBILIDADE DA PCR. 
 
 













4.4.3 Extração de DNA 
 
Foram utilizados três diferentes métodos de extração de DNA de L.(V.) 
braziliensis: método fenol/clorofórmio de acordo com o protocolo do laboratório de 
Parasitologia Molecular UFPR, pelo kit comercial ChargeSwitch® e pelo método de 
Chelex 100 (BioRad) (LOXDALE & LUSHAI, 1998).  
 
 
4.4.3.1 Extração de DNA Realizada com Fenol-Clorofórmio 
 
Os flebotomíneos foram macerados em tubos de 1,5 mL com 200 μL de água 
milli-Q esterilizada, com auxílio de pistilo plástico acoplado a um adaptador motor. Na 
extração realizada com fenol/clorofórmio a primeira fase consistiu na lise e eliminação 
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3500g por 15 min a 4°C. Em seguida, foi retirado o máximo de sobrenadante, 
descartando posteriormente. Foi adicionado 450 μL de tampão de lise, 50 μL de SDS 
10 % e 6 μL  de proteinase K  e submetida a amostra à agitação no vortex. Deixou-se 
em banho-maria a 56°C por 5 h. Após, foi inativada a proteinase K por 5 min a 90°C, e 
adicionado 2 μL  de RNase (20mg/ml), agitado  e deixado em  banho-maria a 37°C por 
2h. A fase de desproteinização foi realizada em capela de exaustão, sendo adicionando 
500 μL de fenol-clorofórmio e homogenizado por 10 min. Foi centrifugado a 12000g por 
5 min a 20°C e em seguida foi retirado o máximo de sobrenadante e transferido para 
outro tubo, repetindo os dois últimos passos com fenol-clorofórmio. Logo após 
adicionou-se 500  μL de clorofórmio, homogenizou-se lentamente por 10 min, foi 
centrifugado a 9000g por 5 min a 20°C, retirou-se o sobrenadante transferindo para 
outro tubo. Após procedeu-se com a fase de precipitação do DNA, adicionando 600  μL 
de etanol absoluto, homogeneizando delicadamente, adicionando-se 30 μL de acetato 
de sódio 3M (10%) e nova homogeneização. A solução com DNA e foi mantido  -20°C 
(overnight). Após foi centrifugado a 12000g por 30 min a 4°C, e descartado o 
sobrenadante por inversão, adicionou-se 300 μL de etanol 70% e centrifugou-se a 
12000g por 15 min a 4°C. Em seguida o sobrenadante foi descartado por inversão e 
deixado secar em estufa a 37ºC. Após a secagem foi homogeneizado o pellet em 100 
μL de TE. As amostras foram acondicionadas a -20ºC. 
 
4.4.3.2 Extração de DNA Realizada com Kit Comercial ChargeSwitch®  
 
Os flebotomíneos foram macerados em tubos de 1,5 mL com 200 μL de água 
milli-Q esterilizada, com auxílio de pistilo plástico acoplado a um adaptador motor. Na 
extração realizada com o kit comercial, a primeira etapa compreendeu na preparação 
da amostra, para rompimento da membrana celular. Foi acrescentado 1 mL de tampão 
de lise na amostra, sendo submetido à 5 ciclos de congelamento (-80ºC) e 
descongelamento (55ºC). Em seguida foi adicionada 20 μL de proteinase K, agitado 
brevemente e incubado as amostras a 55ºC por 2 h. Acrescentou 2 μL de RNAse A, 





segunda etapa compreendeu a obtenção do DNA pela ligação magnética. As esferas 
magnéticas foram suspensas no agitador, acrescentou-se 120 μL da amostra e 
homogeneizou-se. Em seguida foi acrescentado 100 μL de tampão de purificação, 
ocorreu homogeneização. Após foi posicionado os tubos na estante magnética por 2 
min e ocorreu descarte do sobrenadante. A terceira etapa foi lavagem do DNA com os 
tubos fora da estante magnética. Nessa etapa acrescentou-se 1 mL de tampão de 
lavagem. Após foi homogeneizado para que as esferas magnéticas fossem suspensas. 
Os tubos foram posicionados na estante magnética por 1 min para clareamento das 
amostras. Em seguida, o sobrenadante foi removido. A etapa de lavagem do DNA foi 
repetida por duas vezes. A quarta etapa compreendeu a eluição do DNA. Os tubos 
foram removidos da estante magnética, foi acrescentado 250 μL do tampão de eluição, 
ocorreu homogeneização. O material foi incubado a 55ºC por 5 min, após foi 
posicionada na estante por 2 min. Em seguida ocorreu a remoção da solução eluída 




4.4.3.3 Extração de DNA Realizada com Chelex 100 (BioRad)  
 
Nesse método, os flebotomíneos foram macerados em 300μl de Chelex 5% (5 
gramas de soluto em 100 mL de água milli-Q esterilizada), dentro de microtubos 
esterilizados de 1,5 mL Em seguida a amostra foi agitada em 5 ciclos de 1 min e 
centrifugadas por 1 min a 13000g, após foram incubadas em banho-maria por 30 min a 
90ºC e submetidas à agitação. Em seguida foram centrifugadas por 1 min a 13000g, 











4.4.4 Amplificação do DNA de Leishmania sp. 
 
A reação em cadeia pela polimerase (PCR) foi otimizada com um volume final 
de 25 μL, contendo 2,5 μL tampão (10x); 1,0 μL de MgCl2 (50 mM); 0.9 μL de cada 
oligonucleotídeo iniciador (10 μM); 0,25 μL de dNTP (mM); 0,3 μL de Taq DNA-
polimerase (5 U/μl); 14,15 μL de água; 5 μL de DNA. As condições para amplificação no 
termociclador foram: desnaturação inicial ciclo 1 (1x) a 94ºC por 3 min; ciclo 2 (30x) a 
94ºC por 1 min; 50ºC por 1 min e extensão final a 72ºC por 1 min.  A detecção de DNA 
de Leishmania foi realizada pela amplificação de uma região conservada 120 pb 
mkDNA, utilizando oligonucleotídeos iniciadores Forward: 5'-
GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA-3' e Reverse: 5' -GGCCCACTAT 
ATTACACCAACCCC-3' (ROCHA et al., 2010).  A quantificação do DNA foi realizada 





Os produtos resultantes da amplificação realizados pela PCR foram submetidos 
à eletroforese horizontal em gel de agarose 1,5% em tampão TBE 1X (tris base, ácido 
bórico e EDTA 0,5 M pH 8,3) e voltagem de 60 V durante 3 h. O marcador de tamanho 
molecular 100 kb Plus DNA Ladder Gibco, foi utilizado como padrão. Os géis obtidos na 
eletroforese foram corados em brometo de etídeo (0,5 μg/ml) por aproximadamente 30 











4.5 Detecção de DNA de Leishmania sp. em Lu. (N.) intermedia s.l. 
naturalmente Infectada 
 
Para detecção de Lu. (N.) intermedia naturalmente infectada por Leishmania 
sp., 1014 fêmeas foram divididas em 133 pools de 1 a 10 flebotomíneos, dando 
preferência àquelas que estavam ingurgitadas. A extração do DNA foi realizada com 
Chelex 100 (BioRad)  conforme já descrito e, foi realizada a PCR utilizando L. (V.) 
braziliensis como controle positivo e flebotomíneo macho como controle negativo. Os 
produtos da PCR foram submetidos à eletroforese. 
 
4.5.1 Cálculo da Taxa Mínima de Infecção 
 
A taxa mínima de infecção dos flebotomíneos, foi calculada utilizando a fórmula: 
taxa mínima (TM) = número de grupos positivos x 100/número total de insetos (PAIVA 








5.1 Flebotomíneos Coletados 
 
No período de julho de 2010 a maio de 2011 foram coletadas 2033 fêmeas. No 
mês de junho não foi coletado nenhum exemplar devido as baixas temperaturas 
(Gráfico 1). As espécies foram identificadas como Lutzomyia (Pintomyia) fischeri 
(PINTO, 1926) (4 exemplares) e Lu.(N.) intermedia s.l. (2029 exemplares). A quantidade 
de anéis da espermateca encontrados em Lu. (N.) intermedia s.l. variou de 6 a 13. 
Neste trabalho consideramos a espécie como Lu. (N.) intermedia s.l que representa o 
complexo Lu.(N.) intermedia (MARCONDES, 1996 e 1997; ANDRADE-FILHO et al., 
2003 e 2006).  
No período de julho a outubro de 2010 foram identificados 737 machos da 
espécie como Lu. (N.) intermedia s.l Os machos foram utilizados para realização do 
teste de sensibilidade e como controle negativo da PCR. 
 
  
   
GRÁFICO 1 – NÚMERO MENSAL DE FÊMEAS DE FLEBOTOMÍNEOS 





5.2   Avaliação dos Métodos de Extração de DNA e sensibilidade da PCR 
para Detecção de Leishmania (Viannia) braziliensis. 
  
5.2.1 Grupo A 
 
O grupo A utilizou 1 único flebotomíneo macho com grupos de 10, 50 e 100 
formas promastigotas. Somente na extração realizada com fenol-clorofórmio não houve 
amplificação do DNA, ou seja não apareceu banda relacionada ao tamanho específico 
para Leishmania. quando utilizadas 10 promastigotas (Figura 5, colunas 2, 3 e 4). Com 
50 promastigotas, o fragmento obtido pela extração com fenol-clorofórmio, mostrou 
banda mais fraca que as demais amostras extraídas com o kit comercial e com Chelex 
(Figura 8, colunas 5,6 e 7). Os 3 métodos de extração utilizados se mostraram 













FIGURA 8 - Teste de sensibilidade da PCR para detecção de L. (V.) braziliensis, realizado com 1 
flebotomíneo  macho. 1: marcador molecular 100 pb; 2: DNA com 10 p extraída com Ch; 3: DNA com 10 
p extraída com F/C; 4:- DNA com 10 p extraída com CS; 5 -  DNA com 50 p extraída com Ch; 6 - DNA 
com 50 p extraída com F/C; 7 - DNA com 50 p extraída com CS; 8 - DNA com 100 p extraída com Ch; 9 - 
DNA com 100 p extraída com F/C; 10 - DNA com 100 p extraída com CS; 11 – Controle positivo 
utilizando L. braziliensis; 12 – Controle negativo utilizando Fl Machos. Legenda: p: promastigota; pb: 
pares de bases; Ch: chelex; F/C: Fenol/Clorofórmio; CS: ChargeSwitch®; Fl: Flebotomíneos 






5.2.2 Grupo B 
 
No grupo B foram agrupados 3 flebotomíneos machos com 10, 50 e 100 formas 
promastigotas. Com 10 promastigotas, apareceram bandas um pouco mais fracas que 
as demais (Figura 9, colunas 2,3 e 4). Com 50 promastigotas somente na extração 
realizada com fenol-clorofórmio não houve amplificação do DNA (Figura 6, colunas 5,6 
e 7). Com 100 promastigotas não houve amplificação de DNA na extração realizada 











        
FIGURA 9 - Teste de sensibilidade da PCR para detecção de L. (V.) braziliensis, realizado com 3 
flebotomíneos machos. 1 – Marcador molecular 100 pb; 2 –DNA com 10 p extraída com Ch; 3 - DNA com 
10 p extraída com F/C; 4 - DNA com 10 p extraída com CS; 5 -  DNA com 50 p extraída com Ch; 6 - DNA 
com 50 p extraída com F/C; 7 - DNA com 50 p extraída com CS; 8 - DNA com 100 p extraída com Ch; 9 - 
DNA com 100 p extraída com F/C; 10 - DNA com 100 p extraída com CS; 11 – Controle positivo 
utilizando L. braziliensis; 12 – Controle negativo utilizando Fl Machos. Legenda: p: promastigota; pb: 












5.2.3 Grupo C 
 
No grupo C foram agrupados 6 flebotomíneos machos com 10, 50 e 100 formas 
promastigotas. Com 10 promastigotas, na extração realizada com fenol-clorofórmio e 
com o Kit comercial (Charge Switch) a amplificação foi mais fraca que o Chelex (Figura 
10, colunas 2,3 e 4).  Os três métodos de extração utilizados amplificaram quando 














FIGURA 10 - Teste de sensibilidade da PCR para detecção de L. (V.) braziliensis, realizado com 6 
flebotomíneos machos. 1 – Marcador molecular 100 pb; 2 –DNA com 10 p extraída com Ch; 3 - DNA com 
10 p extraída com F/C; 4 - DNA com 10 p extraída com CS; 5 -  DNA com 50 p extraída com Ch; 6 - DNA 
com 50 p extraída com F/C; 7 - DNA com 50 p extraída com CS; 8 - DNA com 100 p extraída com Ch; 9 - 
DNA com 100 p extraída com F/C; 10 - DNA com 100 p extraída com CS; 11 – Controle positivo 
utilizando L. braziliensis; 12 – Controle negativo utilizando Fl Machos. Legenda: p: promastigota; pb: 

















5.2.4 Grupo D 
 
No grupo D foram agrupados 10 flebotomíneos machos com 10, 50 e 100 
formas promastigotas. Na extração feita com fenol-clorofórmio ocorreu o aparecimento 
de bandas inespecíficas nas colunas 3 e ¨6 (Figura 11), quando utilizadas 10 e 50 
promastigotas respectivamente. Com 100 promastigotas as extrações realizadas com 
Kit comercial (Charge Switch) e o Chelex se mostraram equivalentes (Figura 11, 
colunas 8 e 10).  
 












FIGURA 11 - Teste de sensibilidade da PCR para detecção de L. (V.) braziliensis, realizado com 10 
flebotomíneos machos. 1 – Marcador molecular 100 pb; 2 –DNA com 10 p extraída com Ch; 3 - DNA com 
10 p extraída com F/C; 4 - DNA com 10 p extraída com CS; 5 -  DNA com 50 p extraída com Ch; 6 - DNA 
com 50 p extraída com F/C; 7 - DNA com 50 p extraída com CS; 8 - DNA com 100 p extraída com Ch; 9 - 
DNA com 100 p extraída com F/C; 10 – DNA com 100 p extraída com C/S; 11 - Controle positivo 
utilizando L. braziliensis ; 12 – Controle negativo utilizando Fl Machos. Legenda: p: promastigota; pb: 
pares de bases; Ch: chelex; F/C: Fenol/Clorofórmio; CS: Charge Switch®; Fl: Flebotomíneos. 
 
O método de extração que se mostrou pouco satisfatório foi o fenol/clorofórmio, 
pois em algumas amplificações foi possível verificar o aparecimento de bandas 
inespecíficas, em outras as bandas foram mais fracas ou não amplificaram. Também foi 






aos outros métodos como mostra a tabela 4. As extrações com Chelex 100 (BioRad)  e 
kit ChargeSwitch® foram satisfatórias para a realização da PCR sendo possível 
detectar apenas 10 promastigotas em pools de 1, 3, 6 e 10 flebotomíneos. Por isso para 
a detecção de DNA de Leishmania sp. em L. (N.) intermedia foram usados pools com 1 
a 10 flebotomíneos com o método de extração de Chelex. 
 
 
TABELA 4. QUANTIFICAÇÃO DE DNA POR NanoDrop 3300, UTILIZANDO DIFERENTES MÉTODOS 
DE EXTRAÇÃO NOS GRUPOS DE FLEBOTOMÍNEOS 
Método de Extração 
Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D 
Chelex 100 
(BioRad) 
32 à 122,8 13,4 à 51,5 35 à 273,7 41,5 à 131,3 
Fenol/ Clorofórmio 2,9 à 4,4 2,2 à 3,4 3,9 à 5,4 2,3 à 3,0 
Kit ChargeSwitch® 6,6 à 7,3 11.8 à 124,7 20,4 à 32,4 17,6 à 44,7 
Valores expressos em ng/μL. 
 
 
TABELA 5. COMPARAÇÃO DOS MÉTODOS DE EXTRAÇÃO EM RELAÇÃO AO NÚMERO DE 
REAGENTES UTILIZADOS, TEMPO DE EXTRAÇÃO E O CUSTO POR AMOSTRA. 
Método de Extração Número de Reagentes Tempo Valor por amostra 
Chelex 100 (BioRad) 1 1 hora R$ 0,23 
Fenol-Clorofórmio 11 3 dias R$ 4,24 
Kit ChargeSwitch® 7 6 horas R$15,28 
 
 
5.3 Detecção do DNA de Leishmania sp. em Flebotomíneos utilizando a 
Técnica de PCR 
 
No total, 1014 fêmeas foram submetidas para extração de DNA  seguida de 
amplificação por PCR.  Dos 133 pools analisados por PCR, 2 pools (P5 e P6) foram 
positivos (anexo 1 e Figura 9), sendo que em cada pool continha 10 fêmeas. As fêmeas 





intermedia, e foram coletadas na mata no mês de julho de 2010 (Anexo 1). A taxa 














FIGURA 12 - Amplificações de DNA de fêmeas da espécie Lu. (N.) intermedia naturalmente infectada por 
Leishmania sp. 1- Marcador molecular 100 pb; 2 a 4: pool (P2, P3 e P4); 5: pool 5 (P5) de 10 fêmeas e 6: 
pool  6 (P6) de 10 fêmeas; 7: controle positivo utilizando Leishmania sp.; 8: controle negativo utilizando 
machos. 







Neste trabalho foi realizada análise da sensibilidade da PCR para detecção de 
L. (V.) braziliensis em Lu. (N.) intermedia s.l. As amplificações variaram mais em 
relação ao método de extração do que em relação à quantidade de flebotomíneos e 
formas promastigotas utilizadas. O produto amplificado para Leishmania sp. (120 pb) foi 
observado em amostras contendo 10 promastigotas e verificado que mesmo nos 
grupos que haviam 10 flebotomíneos ocorreu amplificação do DNA.  
STRAUSS et al. (2004) afirmaram que a PCR é considerada um método 
sensível na detecção de Leishmania, independente da escassez de parasitos no 
material amostrado. No entanto, PAIVA et al, (2007) descreveram  que os insetos 
possuem em seus tecidos, inibidores que podem diminuir a eficiência da reação de 
PCR, contudo foi verificado neste trabalho que mesmo em pools com 10 flebotomíneos 
houve amplificação pelos 3 métodos de extração empregados. 
Por isso, a escolha adequada do método para extração de DNA é de extrema 
importância, uma vez que o DNA deve ter quantidade suficiente e livre de impurezas.  
Foram comparados três métodos de extração, considerando a qualidade do DNA, 
tempo para realização das etapas e o custo.  
As extrações de DNA utilizando fenol/clorofórmio levaram até três dias para 
serem executadas. Apesar do baixo custo esta técnica não se mostrou a mais 
adequada nos testes realizados, uma vez que em alguns momentos não foi eficiente 
para a amplificação, em outros ocorreu o aparecimento de bandas inespecíficas na 
PCR. Esse fato foi discutido por PAIVA et al. (2007), que afirmam que durante o 
processo de extração do DNA o método que incluiu passagens em 
fenol/clorofórmio/álcool isoamílico ocasionou perdas do DNA, perda de sensibilidade na 
amplificação, gerando bandas inespecíficas.  
 O Kit ChargeSwitch® se mostrou uma técnica eficiente para extração de DNA. 
Inclusive as amostras que foram armazenadas por um período superior a 6 meses com 
congelamento e descongelamento por várias vezes, o DNA se mostrou eficiente no uso 





da leishmaniose utilizando um kit comercial para extração do DNA, o qual mostrou 
sensibilidade de 100% para PCR.  
A extração com Chelex apresentou resultados satisfatórios com relação a 
sensibilidade e positividade na amplificação da PCR, com a obtenção de DNA de boa 
qualidade. Esse método é de fácil execução, com procedimentos rápidos que levam 
aproximadamente 1 hora para realização e de baixo custo. CABRERA et al. (2002) ao 
utilizar Chelex para extração de DNA em flebotomíneos também afirmaram que este 
método é prático e eficiente frente a outros protocolos utilizados para extração. 
Foi observado, entretanto, que as amostras extraídas com Chelex 
apresentaram perda na concentração do DNA, quando submetidas a sucessivos 
períodos de congelamento e descongelamento. Apesar disso, as amplificações 
ocorriam. Talvez uma estratégia para minimizar esse problema seja fazer pequenas 
alíquotas do DNA extraído na rotina do laboratório. 
 Apesar dos bons resultados obtidos com o Kit ChargeSwitch®, 
comparativamente o seu custo é mais elevado em relação as outras duas extrações 
(Fenol/clorofórmio e Chelex), além do tempo de extração ser 6 vezes mais se 
comparado ao Chelex (Tabela 6). 
No presente trabalho foram realizadas coletas durante 12 meses, apesar de no 
mês de junho não ter sido coletado nenhum exemplar devido às baixas temperaturas. 
Foi possível verificar que em temperaturas abaixo de 10ºC, ocorreu uma menor captura 
de flebotomíneos. No mês de julho de 2010 foram encontrados 2 pools positivos para 
Leishmania sp., realizados com 10 flebotomíneos em cada pool da espécie L. (N.)  
intermedia, sendo que essa coleta foi realizadas na mata. Segundo KILLICK-
KENDRICK & WARD (1981) para que um flebotomíneo seja considerado como vetor da 
Leishmania, é necessário que este seja encontrado naturalmente infectado. 
De acordo com GONÇALVES (2010) a espécie prevalente no local de estudo é 
a Lu. (N.) intermedia. No entanto, a fauna flebotomínica na região de Adrianópolis é 
composta por pelo menos mais 3 espécies: Lu. pessoai, Lu. fischeri e Lu. migonei. 
Estudos realizados na década de oitenta no Vale do Ribeira, já afirmavam que a 





transmissão de Leishmania é a Lu. (N.) intermedia (GOMES et al., 1986). SILVA & 
GOMES (2001) afirmaram também que a suscetibilidade para L. (V.) braziliensis, 
associada aos indicadores epidemiológicos, concorre para a suspeita do papel vetorial 
de Lu. (N.) intermedia nesta região. CASTRO et al. (2005) afirmaram que no Vale do 
Ribeira, a espécie Lu. (N.) intermedia s.l. pela alta densidade é considerada principal 
responsável pela transmissão de L. (V.) braziliensis. Segundo os autores, a transmissão 
ocorre principalmente no momento em que a população humana entra na mata para 
realizar atividades de caça ou pesca. Essa afirmação corrobora com o resultado deste 
trabalho, uma vez que foram encontradas fêmeas naturalmente infectadas na mata. No 
domicílio e peridomicílio não foram encontradas fêmeas infectadas, porém não pode ser 
descartada a possibilidade das pessoas contrair leishmaniose nesses ambientes. Em 
todas as propriedades em que realizamos as coletas pelo menos duas pessoas já 
haviam contraído a parasitose. 
Neste trabalho foram encontrados 2 pools  de Lu. (N.) intermedia infectado com 
Leishmania sp. em 133 pools analisados e a taxa mínima de encontro foi de 0,2%. 
PAIVA et al., (2010) encontraram flebotomíneos naturalmente infectados por L. (V.) 
braziliensis no Mato Grosso do Sul por PCR. A taxa mínima de infecção foi de 1,6% 
para todas as espécies de flebotomíneos. ROCHA et al. (2010) encontrou DNA de 
Leishmania em 0,77% dos flebotomíneos, sendo predominante em Lu. (N.) intermedia. 
PITA PEREIRA et al.  (2008) encontraram flebotomíneos infectados naturalmente com 
taxas de 1,5% para Lutzomyia (Lutzomyia) cruzi e 0,7% para Lu. (Nyssomyia) forattinii 
nas amostras analisadas. PITA-PEREIRA et al. (2009) utilizando ensaio de PCR com 
Lu. neivai, encontraram resultados positivos para L. (V.) braziliensis em 3 dos 27 pools 
analisados, estimando uma taxa de infecção de 1,11%.  MARCONDES et al. (2009) 
identificaram Lu. neivai naturalmente infectados por L. (V.) braziliensis em 8 dos 61 
pools  analisados por PCR. 
A PCR sem dúvida é uma ferramenta útil para detecção de L. (V.) braziliensis, 
por ser rápida e precisa para identificação de flebotomíneos infectados, otimizando o 
trabalho uma vez que pode ser realizado em pools com 10 ou mais flebotomíneos. Os 





e demorados. Além disso, não foram encontradas formas promastigotas através desse 
método deixando evidente que práticas moleculares para investigar flebotomíneos 
naturalmente infectados são mais eficientes e rápidas. Além disso, flebotomíneos com 
baixa parasitemia dificilmente são detectados pela microscopia, fato que já não ocorre 
na PCR pela sensibilidade da técnica. Outra vantagem, é que foi possível analisar 
vários flebotomíneos ao mesmo tempo com pools de até 10 flebotomíneos, otimizando 
dessa forma o trabalho. Segundo MIRANDA et al. (2002) o encontro de Lutzomyia sp. 
com infecção natural de Leishmania em áreas endêmicas é muito baixa. Dessa forma, o 
encontro pelo método de dissecação torna-se ainda mais difícil. 
Os resultados obtidos nesse estudo revestem-se de grande importância na 
epidemiologia da leishmaniose na região do Vale da Ribeira porque elucida o papel de 
























7. CONCLUSÕES  
 
- Os três métodos de extração de DNA mostraram-se eficientes, no entanto 
cuidados devem ser tomados ao utilizar a técnica do fenol/clorofómio, pois o fato de ser 
demorado, e com várias etapas que podem levar até três dias, podem ocorrer erros 
durante o processo da extração, e também por apresentar substâncias que podem 
causar intoxicação e substâncias que são cancerígenas.  
- O kit comercial se mostrou eficiente, porém seu custo é mais elevado que os 
outros dois métodos utilizados. 
- O método escolhido na extração de DNA para a avaliação da infecção natural 
foi o Chelex, por ser uma técnica rápida, eficiente e de baixo custo.  
- A técnica da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) se mostrou eficiente em 
grupos de 1,3,6 e 10 flebotomíneos com 10, 50 e 100 promastigotas. 
 - A técnica da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) se mostrou sensível na 
detecção de L. (V.)  braziliensis em pools com 10 flebotomíneos.  
- Foram analisadas 1014 fêmeas de Lutzomyia (N.) intermedia s.l., e dois pools 
(10 flebotomíneos/cada) em 133 pools analisados coletados na mata foram 
encontrados parasitados por Leishmania sp., apresentando taxa mínima de infecção de 
0,2%. 
- A espécie prevalente em Adrianópolis, região do Vale do Rio Ribeira, é a 
Lutzomyia (N.) intermedia com 99%. Sendo assim essa espécie pode ser considerada 
como vetor da Leishmaniose, em função da sua abundância, prevalência nos ecótopos 
e por ter sido encontrada naturalmente infectada por Leishmania sp. 
- Esta é a primeira ocorrência de fêmeas de Lu. (N.) intermedia infectada 










8. PERSPECTIVAS FUTURAS 
 
A Região do Vale do Ribeira por ser uma área endêmica da Leishmaniose 
Tegumentar Americana, estudos constantes devem ser realizados na tentativa de 
encontrar outras espécies de flebotomíneos infectados com Leishmania sp.  
Neste trabalho foram realizadas coletas somente no município de Adrianópolis, 
no entanto coletas a fim de encontrar o protozoário, empregando técnicas moleculares, 
devem ser realizadas em outros munícipios do Vale do Ribeira, como Cerro Azul e 
Doutor Ulysses, onde casos de leishmaniose vem sendo relatados. 
Estudos futuros devem ser realizados na tentativa de encontrar reservatórios 
silvestres, uma vez que é provável que existam animais infectados na mata, local onde 
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10.  ANEXO 1 
 
RESULTADOS DE PCR COM EXTRAÇÕES REALIZADAS EM FÊMEAS, PARA 




Resultado Coleta Local 
Lu. intermedia 1 1 Negativo Julho/2010 Mata 
Lu. intermedia 2 1 Negativo Julho/2010 Mata 
Lu. intermedia 3 1 Negativo Julho/2010 Mata 
Lu. intermedia P1 10 Negativo Julho/2010 Mata 
Lu. intermedia P2 10 Negativo Julho/2010 Mata 
Lu. intermedia P3 10 Negativo Julho/2010 Mata 
Lu. intermedia P4 10 Negativo Julho/2010 Mata 
Lu. intermedia P5 10 Positivo Julho/2010 Mata 
Lu. intermedia P6 10 Positivo Julho/2010 Mata 
Lu. intermedia P7 10 Negativo Julho/2010 Domicílio 
Lu. intermedia P8 10 Negativo Julho/2010 Domicílio 
Lu. intermedia P9 5 Negativo Julho/2010 Domicílio 
Lu. intermedia P10 1 Negativo Julho/2010 Galinheiro 
Lu. intermedia P11 6 Negativo Julho/2010 Galinheiro 
Lu. intermedia P12 6 Negativo Julho/2010 Galinheiro 
Lu. intermedia P13 6 Negativo Julho/2010 Galinheiro 
Lu. intermedia P14 6 Negativo Julho/2010 Galinheiro 
Lu. intermedia P15 6 Negativo Julho/2010 Galinheiro 
Lu. intermedia P15 6 Negativo Julho/2010 Galinheiro 





RESULTADOS DE PCR COM EXTRAÇÕES REALIZADAS EM FÊMEAS, PARA 
ENCONTRO DE Leishmania sp. (CONTINUA) 
Lu. intermedia P18 6 Negativo Julho/2010 Galinheiro 
Lu. intermedia P19 6 Negativo Agosto/2010 Galinheiro 
Lu. intermedia P20 6 Negativo Agosto/2010 Domicílio 
Lu. intermedia P21 6 Negativo Agosto/2010 Domicílio 
Lu. intermedia P22 6 Negativo Agosto/2010 Domicílio 
Lu. intermedia P23 6 Negativo Agosto/2010 Domicílio 
Lu. intermedia P24 6 Negativo Agosto/2010 Domicílio 
Lu. intermedia P25 6 Negativo Agosto/2010 Domicílio 
Lu. intermedia P26 6 Negativo Agosto/2010 Domicílio 
Lu. intermedia P27 10 Negativo Agosto/2010 Domicílio 
Lu. intermedia P28 10 Negativo Agosto/2010 Domicílio 
Lu. ficheri P29 3 Negativo Agosto/2010 Casebre 
Lu. intermedia P30 10 Negativo Agosto/2010 Mata 
Lu. intermedia P31 10 Negativo Setembro/2010 Mata 
Lu. intermedia P32 10 Negativo Setembro/2010 Mata 
Lu. intermedia P33 10 Negativo Setembro/2010 Domicílio 
Lu. intermedia P34 6 Negativo Setembro/2010 Domicílio 
Lu. intermedia P35 5 Negativo Setembro/2010 Domicílio 
Lu. intermedia P36 4 Negativo Outubro/2010 Galinheiro 
Lu. intermedia P37 2 Negativo Outubro/2010 Galinheiro 
Lu. intermedia P38 1 Negativo Outubro/2010 Galinheiro 
Lu. intermedia P39 10 Negativo Outubro/2010 Galinheiro 
Lu. intermedia P40 10 Negativo Outubro/2010 Galinheiro 





RESULTADOS DE PCR COM EXTRAÇÕES REALIZADAS EM FÊMEAS, PARA 
ENCONTRO DE Leishmania sp. (CONTINUA) 
Lu. intermedia P42 10 Negativo Outubro/2010 Galinheiro 
Lu. intermedia P43 10 Negativo Outubro/2010 Galinheiro 
Lu. intermedia P44 6 Negativo Outubro/2010 Galinheiro 
Lu. intermedia P45 10 Negativo Novembro/2010 Bananal 
Lu. intermedia P46 10 Negativo Novembro/2010 Bananal 
Lu. intermedia P47 10 Negativo Novembro/2010 Bananal 
Lu. intermedia P48 10 Negativo Dezembro/2010 Mata 
Lu. intermedia P49 10 Negativo Dezembro/2010 Mata 
Lu. intermedia P50 10 Negativo Dezembro/2010 Mata 
Lu. intermedia P51 10 Negativo Dezembro/2010 Mata 
Lu. intermedia P52 5 Negativo Dezembro/2010 Mata 
Lu. intermedia P53 10 Negativo Dezembro/2010 Galinheiro 
Lu. intermedia P54 10 Negativo Dezembro/2010 Galinheiro 
Lu. intermedia P55 10 Negativo Dezembro/2010 Galinheiro 
Lu. intermedia P56 10 Negativo Dezembro/2010 Galinheiro 
Lu. intermedia P57 10 Negativo Dezembro/2010 Galinheiro 
Lu. intermedia P58 6 Negativo Dezembro/2010 Galinheiro 
Lu. intermedia P59 6 Negativo Dezembro/2010 Domicílio 
Lu. intermedia P60 6 Negativo Dezembro/2010 Domicílio 
Lu. intermedia P61 10 Negativo Dezembro/2010 Galinheiro 
Lu. intermedia P62 10 Negativo Dezembro/2010 Galinheiro 
Lu. intermedia P63 10 Negativo Janeiro/2011 Domicilio 
Lu. intermedia P64 10 Negativo Janeiro/2011 Domicilio 





RESULTADOS DE PCR COM EXTRAÇÕES REALIZADAS EM FÊMEAS, PARA 
ENCONTRO DE Leishmania sp. (CONTINUA) 
Lu. intermedia P66 10 Negativo Janeiro/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P67 10 Negativo Janeiro/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P68 10 Negativo Janeiro/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P69 10 Negativo Janeiro/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P70 10 Negativo Fevereiro/2011 Domicílio 
Lu. intermedia P71 10 Negativo Fevereiro/2011 Domicílio 
Lu. intermedia P72 10 Negativo Fevereiro/2011 Domicílio 
Lu. intermedia P73 10 Negativo Fevereiro/2011 Mata 
Lu. intermedia P74 8 Negativo Fevereiro/2011 Mata 
Lu. intermedia P75 10 Negativo Fevereiro/2011 Bananeira 
Lu. intermedia P76 10 Negativo Março/2011 Mata 
Lu. intermedia P77 9 Negativo Março/2011 Mata 
Lu. intermedia P78 6 Negativo Março/2011 Mata 
Lu. intermedia P79 6 Negativo Março/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P80 6 Negativo Março/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P81 6 Negativo Março/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P82 10 Negativo Março/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P83 10 Negativo Março/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P84 10 Negativo Março/2011 Domicilio 
Lu. intermedia P85 10 Negativo Março/2011 Domicilio 
Lu. intermedia P86 7 Negativo Março/2011 Domicilio 
Lu. intermedia P87 6 Negativo Abril/2011 Domicilio 
Lu. intermedia P88 6 Negativo Abril/2011 Domicilio 





RESULTADOS DE PCR COM EXTRAÇÕES REALIZADAS EM FÊMEAS, PARA 
ENCONTRO DE Leishmania sp. (CONTINUA) 
Lu. intermedia P90 6 Negativo Abril/2011 Domicilio 
Lu. intermedia P91 6 Negativo Abril/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P92 6 Negativo Abril/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P93 6 Negativo Abril/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P94 6 Negativo Abril/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P95 6 Negativo Abril/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P96 6 Negativo Abril/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P97 6 Negativo Abril/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P98 6 Negativo Abril/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P99 6 Negativo Abril/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P100 6 Negativo Abril/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P101 6 Negativo Abril/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P102 6 Negativo Abril/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P103 6 Negativo Abril/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P104 5 Negativo Abril/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P105 7 Negativo Abril/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P106 6 Negativo Abril/2011 Mata 
Lu. intermedia P107 6 Negativo Abril/2011 Mata 
Lu. intermedia P108 5 Negativo Abril/2011 Mata 
Lu. intermedia P109 6 Negativo Abril/2011 Domicílio 
Lu. intermedia P110 6 Negativo Abril/2011 Domicílio 
Lu. intermedia P111 6 Negativo Abril/2011 Domicílio 
Lu. intermedia P112 6 Negativo Abril/2011 Domicílio 





RESULTADOS DE PCR COM EXTRAÇÕES REALIZADAS EM FÊMEAS, PARA 
ENCONTRO DE Leishmania sp. 
Lu. intermedia P114 6 Negativo Abril/2011 Domicílio 
Lu. intermedia P115 6 Negativo Abril/2011 Domicílio 
Lu. intermedia P116 6 Negativo Abril/2011 Domicílio 
Lu. intermedia P117 6 Negativo Abril/2011 Domicílio 
Lu. intermedia P118 6 Negativo Abril/2011 Domicílio 
Lu. intermedia P119 6 Negativo Abril/2011 Domicílio 
Lu. intermedia P120 6 Negativo Abril/2011 Domicílio 
Lu. intermedia P121 6 Negativo Abril/2011 Domicílio 
Lu. intermedia P122 6 Negativo Abril/2011 Domicílio 
Lu. intermedia P123 10 Negativo Abril/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P124 10 Negativo Abril/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P125 10 Negativo Abril/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P126 10 Negativo Abril/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P127 10 Negativo Maio/2011 Bananeira 
Lu. intermedia P128 10 Negativo Maio/2011 Bananeira 
Lu. intermedia P129 10 Negativo Maio/2011 Bananeira 
Lu. intermedia P130 5 Negativo Maio/2011 Mata 
Lu. intermedia P131 10 Negativo Maio/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P132 10 Negativo Maio/2011 Galinheiro 
Lu. intermedia P133 7 Negativo Maio/2011 Galinheiro 
 
 
 
 
 
 
 
 
